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成成平平
ブタ膝ラ島上のαガラクト-ス鎖抗原の発現と
ヒト血清の抗αガラクト-ス自然抗体の力価に関する研究
要約
肝臓,腎臓等の血流を伴う臓器のブタからヒトへといった異種移植の際には,移植され
た臓器はヒト血中に存在する自然抗体と補体の働きによる超急性拒絶反応により直ちに拒
絶される｡この際にヒト自然抗体が結合する異種臓器の抗原はGalα(1,3)Gal末端とされ
ている｡超急性拒絶反応の点から,血流を伴わないブタ月拳ラ島のヒトへの異種移植の臨床
応用が最も現実的と考えられているが,このブタ揮ラ島に串けるGalα(1,3)Gal抗原の発
現に関しての詳細な報告は少ない｡本研究ではヒト血清およびヒト血清より精製した抗-' 7l.
Galα(1,3)Gal抗体を用いてブタ膳を免疫染色し,ブタ謄ラ島におけるGalα(1,3)Gal抗原
の発現の有無を検討した｡この結果成熟ブタ謄ラ島にはGalα(1,3)Gal抗原が発現されて
いなかった｡しかしながらヒト血清中に成熟ブタ膳ラ島に対する抗Galα(1,3)Gal抗体以
外の抗体の存在が明らかとなり,この抗体の標的となる抗原の存在が示唆された｡また血
液型AB, B型のヒトの細胞膜表面に発現しているB型抗原はGalα(1,3)Gal抗原と共通の構
造を有しており,血液型ABおよびB型のヒト血中には抗B型抗体が少ないことよりAB型,
B型のヒト血中には抗Galα(1,3)抗体が少ない可能性がある｡しかし,各血液型のヒト血
清とGal α (1,3)Gal抗原との反応をELISA法を用いて検討した結果, B型抗原の発現による
抗Galα(1,3)抗体量に有意な差は認められなかった｡
研究背景
欧米における各種臓器移植,日本においては腎移植,近年では生体部分肝移植等の移植
医療が臓器不全患者に対する根本的な治療法として確立してきた｡しかし,移植先進国に
おいては移植の数が増加するにつれ　また我国では脳死患者からの臓器の摘出がほとんど
ないことなどからドナーの不足は深刻な問題となっている｡完全な人工臓器の完成がまだ
まだ望めない現在,末期臓器不全患者に対する治療法の一つの選択肢として異種移植に対
する研究を進めることが必要と考えられる｡現時点で異種グラフトとして倫理面,移植臓
琴の大きさ,供給面等を考慮すると最も有望なのはブタの臓器であろう1･2｡しかしながら,
腎臓,肝臓,勝臓などの血行再建を伴った実質臓器の異種移植に関しては,移植後数分か
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ら数時間以内に起こる超急性拒絶反応により異種グラフトは壊死に陥ることが知られてい
る3･4･5･6｡ブターヒト間の異種移植の場合,この自然抗体の標的となる主要な抗原はオリ
ゴ糖鎖末端のGalactose α(1,3)Galactose鎖( αGal抗原)とされている7,8.9,10,11｡この拒
絶反応はヒト血清中に大量に存在する自然抗体と補体の働きによって主に血管内皮が障害
を受け,血栓を形成しグラフトの出血壊死をきたすものである｡この超急性拒絶反応を防
ぐためにブタのαGal抗原を遺伝子操作でmodulateLたり12,ヒト補体を不活性化する
decayacceleratingfactor(DAF)を移入したトランスジェニックブタを作成13したりする
試みがなされており,またこの抗原に対する抗体や補体を減らす努力もなされている
14･15･16,17｡しかしながら,現時点では十分な成果は得られておらず,依然として肝臓,腎
臓等の血行再建を伴う実質臓器の移植では超急性拒絶反応が最大の問題となっており,こ
れらの臨床応用にはまだまだ時間がかかると思われる｡これに対し,勝ラ島移植は血行再
建が不要であり,最初に異種移植として臨床応用される可能性がある18.19｡ αGal抗原は
new world monkey以下すべての晴乳類の至る所に発現している抗原とされており11,
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異種移植に関する多くの研究がαGal抗原に関してのみ行われている｡さらに,ヒトへの
ブタラ島クラスターの移植では誘導された抗体のほとんど全てがαGal抗原に対するもの
であったという報告20さえある｡上ころが,標識レクチンによるブタ膝の免疫染色で成熟
ブタ勝ラ島にはGalα(1,3)Gal抗原の発現を認めないという報告21があり, αGal抗原がブ
タ揮ラ島では発現していない可能性がある｡しかし,レクチンとヒトの自然抗体の反応に
違いがある可能性があり,実際にヒト血清より精製した抗Galα(1,3)Gal抗体を使用して
免疫染色を行いブタ牌ラ島におけるGalα(1,3)Gal抗原の発現を調べる必要がある｡
~` 1l･
一方,レシピエントとなるヒト血中の自然抗体についても,一律に,大量のIgMの抗
αGal抗体と, IgGの1%に当たる抗αGal抗体を持うているといった様に論じられてるが
22･23,ヒトは抗αGal抗体以外に抗A型抗体あるいは抗B型抗体などの自然抗体も持ってお
り,その量はその人の血液型によって大きく異なる｡これらの抗体はpolyclonal,
polyreactiveであるうえに,標的となるαGal抗原, A型抗原, B型抗原の構造も極めて近
似している24｡よってブタ組織に対する抗体の反応性に個体差があるかどうか,異種移植
に適したあるいは適さない個体というものが存在するかを調べておくことも重要である｡
研究目的
ブタ勝ラ島においてGalα(1,3)Gal抗原が発現されているのか否かをヒト血清を用いて
検討する｡このためにまず抗Galα(1,3)Gal抗体を精製するアフイニテイクロマトグラ
フイカラムを作成する｡ブタサイログロブリンは多くのGalα(1,3)Gal鎖を持つブタ由来
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の糖蛋白であり25,これをカップリングしたアフイニテイクロマトグラフイにより,ヒト
血清よりGalα(1,3)Gal抗原に対する抗体を分離精製できるという報告20がある｡それに基
づいて作成したカラムを用いてヒム血清よりブタサイログロブリンに対する抗体を分離精
製し･この抗体のGalα(1,3)Gal抗原に対する特異性を検討する｡さらにこの抗体を用い
てブタ勝の間接法による免疫染色を行い,ブタ揮ラ島におけるGalα(1,3)Gal抗原の発現
の有無を検討する｡抗Galα(1,3)Gal抗体を除去していない血清および除去した血清を用
いた免疫染色も行い,ヒト血清中のブタ勝ラ島に対する抗体の有無を検討する｡
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自然抗体としてヒト血中には,抗Galα(1,3)Gal抗体以外に血液型A型抗原(GalNAcα
1,3(Fucl,2)Gal鎖)およびB型抗原(Gaiα 1,3(Fuel,2)Gal鎖)のそれぞれに対する抗体
の存在が知られている24｡ B型抗原物質はαGal鎖を含んでおり,抗Galα(1,3)Gal抗体と
抗B型抗体には交差反応を認めるという報告があり26･27,血液型AB型, B型のヒト血中に
は抗Galα(1,3)Gal抗体が少ない可能性がある｡ A型抗風B型抗原の発現の有無,あるい
は血液型間で血清中の抗Galα(1,3)Gal抗体量に差があるとすれば,異種移植に適してい
るあるいは適していない血液型があることになる｡このことを明らかにするためにGalα
(1,3)Gal抗原に対する血中の抗体量を血液型のグループに分け比較検討する｡
研究方法
A.抗サイログロブリン抗体の精製
1.血清
A,B･0,ABの各血液型で各5名ずつの健常なボランティアより血液を採取し,これを室
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温にて一晩放置した後,遠心分離し血清を得た｡これに0.1%の濃度となるようにアジ化
ナトリウム(NaN3)を加え-80℃にて凍結保存した｡
2.ブタサイログロブリンをリガンドとしたアフイニテイクロマトグラフイカラム作成
ブタサイログロブリン(Sigma.St.IJOuis,MO)をリガンドとして使用し,これをCNBr-
activated Sepharose 4B(Pharmacia. Uppsala, Sweden)にカップリングしアフイニテイ
カラムを作成した｡ブタサイログロブリンをカップリング液(0･5M NaClを含む0･1M
NaHCO3 pH-8.3)に溶解しサイログロブリン溶液を準備した｡ Sepharose 4Bを1mM
HClにて洗浄膨潤した後,これをサイログロブリン溶液と合わせ試験管内で室温にて2時
間ゆっくりと撹拝混和した｡カップリングを終えたゲルをEcono-Column (Biorrad,
ruchmond, CA)に移した後,このカラムを0.5 M NaClを含む0.1MTris-HCl bufferpH
8.0で満たし室温で2時間放置し過剰の活性基のブロッキングを行った｡その後0.5M
NaClを含む0.1M Acetate buffer pH 4.0および0.1M THs-HCl buffer pH 8.0にて交互に
3回洗浄し余剰なサイログロブリンを除いた｡このカラムに0.1%NaN3を含むphos-
phate-buffered saline(PBS)を流した後,再度このPBSで満たし使用するまで4℃にて保
存した｡
3.抗体精製
溶出液には0.1Mglycine-HClbufferpH2.5を使用した｡まずベッドボリュームの3倍
の量の0.1Mglycine-HClbufferpH 2.5にてカラムを洗浄後,血清サンプルを滴下した｡
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この後PBSを蛋白成分が検出されなくなるまで流し,流出分を[カラム通過液]としてア
ザイドを0･1%となるように加え保存した｡十分な量のPBSでカラムの洗浄を行った後,
抗体の溶出のためにベッドポリュ-ムの3倍量の0･1Mglycine-HClbufferpH2.5を流し,
溶出液を1MglycinepH7･8を入れた試験管に撹軌氷冷しつつ回収した｡この溶出した
液を4℃のPBSにて半透膜を使用し透析した後, [抗体液]としてNaN3を0.1%となるよ
うに加え-80℃にて凍結保存した｡
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B.精製した抗体の検証
1･ブタサイログロブリンおよびマウスラミニンと精製した抗体の反応
ブタサイログロブリンおよびマウスラミニン(Sigma, St. I.ouis, MO)と精製した抗体の
反応を調べるために,ブタサイログロブリンおよび末端にGalα(1,3)Gal残基を持つ糖側
鎖を約50-70個有する糖蛋白であるマウスラミニン28･29を抗原とし,血清,抗体液,カラ
ム通過液を一次抗体に用いた酵素免疫測定法(ELISA法)を行った｡ 96ウエルマイクロ
プレートの各wellに50mM bicarbonate buffer pH 9.6で希釈した10〟g/mlのラミニン
と50〟g/mlのブタサイログロブリン溶液をtriplicateで滴下した｡これを4℃で一晩イン
キュベーションした｡対照群には抗原を置かなかった｡次にブロッキングのため各ウエル
に3%bovineserumalbumin (BSA) /PBSを滴下し室温で2時間インキュベーションし
たo O･05%Tween-20を含むPBS(Tween-20/PBS)にて5回洗浄を行った後に血清,抗体
液,カラム通過液の濃度がそれぞれ10倍, 30倍, 100倍となるよう0.05% Tween-
20/1%BSA/PBSで希釈し,これらの検体を各ウエルに滴下し室温で3時間インキュベ-
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ションした｡ 5回洗浄を行った後,アルカリフオスフアタ-ゼでラベルした抗ヒトIgG抗
体および抗ヒトIgM抗体(Dako,A/S,Denmark)を各ウエルに加え室温にて2時間イン
キュベーションした｡さらに5回の洗浄を行った後, pH9.8のジエタノールアミンに溶解
したphosphatase substrate(Sigma)を加え405nmの吸光度をEasy Reader EAR
340(SIX-hb lnstruments)を使用して測定した｡
2.ガラクトシダーゼによる抗原の処理
ー` 1一･
精製した抗体がαGal鎖に対する抗体であることを検証するために,マイクロプレート
にコートしたラミニンをα-ガラクトシダーゼおよびβ-ガラクトシダーゼで処理し,精製
した抗体の特異性ををEuSA法にて検討した｡
20mU/miの濃度のGreen Coffee Beans α-ガラクトシダーゼ(Sigma), Jack Beans
β-ガラクトシダーゼ(Sigma)溶液と内因性の蛋白分解酵素による抗原性の変化を除くため
1･O LL g/miのaprotinln, 0･5mg/miのEDTA-Na2, 10 LLg/miのluepeptin, 1.0mg/miの
pefabloc SC, 10 〝g/mlのpepstatin (Boehringer Mamheim)の蛋白分解酵素阻害剤
混合液を用意した｡ガラクトシダーゼ,蛋白分解酵素阻害剤の希釈には0.15MNa-
acetatebufferpH=5.0を使用した｡ラミニンをコートした各ウエルにα-ガラクトシダー
ゼ液, β-ガラクトシダーゼ液,陽性対照群としてPBSを滴下し,ラミニンをコートしな
いウエルを陰性対照群とした｡すべてのウエルに蛋白分解酵素阻害剤混合液を滴下し37
℃で24時間インキュベーションした｡ Tween-20/PBSで5回の洗浄を行った後3%BSA
/PBSを滴下し2時間のブロッキングを行った｡さらに5回の洗浄を行った後,一次抗体と
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して30倍に希釈した血清および精製した抗体を滞下し室温で3時間インキュベーションし
た｡ 5回の洗浄を行った後,二次抗体としてアルかノフオスフアタ-ゼでラベルした抗ヒ
トIgG抗体および抗ヒトIgM抗体のako)を各ウエルに加え室温にて2時間インキュベー
ションした｡ 5回の洗浄後,基質溶液を加え405mmの吸光度を測定した｡
G･ブタ謄凍結切片の免疫染色
抗体および血清を使用してブタ揮凍結切片の免疫染色を行った｡ブタ勝は生後約7ケ月,
` I′｡
体重100kg前後の成熟食用ブタ(ランドレースFl)より採取し, 4%パラフォルムアルデ
ヒドにて固定を行った後にOCT compoundにて包埋し液体窒素を用いて凍結し-80℃に
て保存した｡
まず,酵素抗体法(間接法)によるブタ膳凍結切片の免疫染色を行った｡標本を薄切し
30分間風乾固定した後に4℃のPBS中で5分間ずつ5回の洗浄を行った｡ 2%正常家兎血清
にて室温で30分間のブロッキングを行った｡ 5回の洗浄を行った後,一次抗体として血清,
精製した抗体,カラム通過液を,対照群にはPBSを滴下Lmoistchamberを使用し一晩4
℃でインキュベーションした｡ 5回洗浄を行った後に4℃の0.3%過酸化水素-メタノール
液中に20分間浸し内因性ベルオキシダーゼ活性の阻止を行った｡次に5回の洗浄の後,
ベルオキシダーゼ標識ウサギ抗ヒトIgG抗体および抗ヒトIgM抗体(Jackson
lmmunoresearch hboratories. West Grove, PA)を滴下し室温で1時間インキュベー
ションした｡ベルオキシダーゼ基質溶液にはヒストファインキット(Funakoshi)を使用
し,核染色はメチルグリーンで行った｡一次抗体に精製した抗体を用いた染色ではラ島は
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染まらず,血清およびカラム通過液を用いた場合にはラ島が染まった｡この結果からブタ
勝ラ島にはGalα(1,3)Gal抗原が発現していないものと考えられたが,より感度の高い方
法を用いる必要があると考えavidin-biotin complexmethod(ABC法)による免疫染色を
行った｡ブタ勝の固定法は同様としブロッキングには3%正常ヤギ血清-1%BSA-PBSを使
用した｡一次抗体には血清および精製した抗体を対照群にはPBSを使用した｡二次抗体に
はビオチン標識ヤギ抗ヒトIgG,抗ヒトIgM,抗ヒトIgA抗体(Vectorhboratories,
Burlingame, CA)混合溶液およびそれ等を別々に使用した｡ ABC試薬にはVectastatin
● Iハ
ABCキット(Vectorhboratories)を,ベルオキシダーゼ基質溶液にはヒストファイン
キットを用いた｡核染色はメチルグリーンで行った｡
D.血液型によるαGal鎖に対する抗体量の差の検討
各血液型の健常なボランティア5名より血液を採取し血清を得た｡ラミニンをコートし
た一枚の96ウエルマイクロプレートを3%BSA/PBSで2時間のブロッキングの後,
Tween-20/PBSにて5回洗浄を行った｡次いで0.05%TWeen-20/1%BSA/PBSにて30倍
に希釈した血清を加え,室温で3時間インキュベーションした｡この後5回の洗浄を行い,
アルカリフオスフアタ-ゼでラベルした抗ヒトIgG抗体あるいは抗ヒトIgM抗体を各ウエ
ルに加え室温にて2時間インキュベーションした｡さらに5回の洗浄徳,基質溶液を加え
405nmの吸光度を測定し反応を見た｡検定方法にはMann-WhitneyのU検定を用いた｡
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研究結果
1.ブタサイログロブリンおよびマウスラミニンを抗原としたELISA
血清,抗体液およびこのカラム通過液中の抗体のブタサイログロブリン,ラミニンに対
する反応を図1に示す｡これは二次抗体に抗ヒトIgM抗体を用いて行った実験の代表的な
ものであるが,一次抗体に血清および抗体液を使用した場合にはサイログロブリンおよび
ラミニンに対して十分な反応性を示す｡二次抗体に抗IgG抗体を使用した場合でも同様な
反応を示した｡いずれの場合も抗体液の反応は原血清よりも若干低く,またかなり低いレ
ーL IJ.
ベルであるがカラム通過液にも反応が認められることから,血清中のブタサイログロブリ
ンおよびラミニンに対する抗体すべてをこのカラムで吸着できているとはいえなかった｡
しかしながら,このアフイニテイカラムを使用することにより血清中のブタサイログロブ
リンおよびラミニンに対する抗体を十分に得られることが確認された｡
2.精製した抗体の特異性の検証
ブタサイログロブリンをリガンドとしたアフイニテイカラムによって精製された抗体が
マウスラミニンに強い反応性を示したことから,この抗体はブタサイログロブリンとマウ
スラミニンに共通するエピトープに対するものであることが強く示唆される｡すでに述べ
たように両者ともGalα(1,3)Gal鎖を末端残基とする糖鎖を多数持つ糖蛋白である｡精製
された抗体がαGal鎖に対する特異的な抗体であることを確認するために, αガラクトシ
ダーゼによってαガラクシド結合を加水分解したラミニンを抗原とした際の反応を調べた｡
対照としてβガラクトシダーゼで処理したラミニンを用いた｡プレートに固相化した抗原
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を直接酵素溶液で処理して反応を見た場合,液相での処理と全く変わらない結果が得られ
ることはすでに報告されている20｡ラミニンをαガラクトシダーゼで処理したときには血
清,抗体液とも完全に反応が阻害され　βガラクトシダーゼによる処理では反応が阻害さ
れなかった｡蛋白分解酵素阻害剤による抗原性の変化はほぼないものと考えられまたこ
れに対する抗体の反応を認めなかった(図2) ｡この事からラミニンと反応するヒト血清
中の抗体はラミニンのαGal鎖に特異的に結合する抗体であり,精製された抗体はαGal鎖
に特異的な抗体であることが確認された｡
` I′ヽ
3.免疫染色の結果　　　　　　　　　　　　　`
酵素抗体法(間接法)によるブタ藤の免疫染色で,血清およびカラム通過液を用いた際
にはブタ牌ラ島は染色されたが,精製した抗体を用いた場合には染色されなかった(図3-
5) ｡ αGal抗原を発現している血管は血清および抗体液で染色されPBSを用いた対照群
ではなにも染色されなかった｡このことから勝ラ島の内分泌細胞にはαGal抗原が発現し
ていないものと推察した｡これを確認するため感度を上げた実験が必要と考えABC法を
用いて検討した｡精製した抗体を使用し免疫染色を行った結見全ての検体で勝ラ島の内
分泌細胞は染色されなかった(図6)｡またブタの個体差もなかった｡これらの結束からブ
タ勝ラ島の内分泌細胞にはαGal抗原が発現していないと考えられた｡血清を用いて行っ
た染色では,ベルオキダーゼ法と同様にラ島全体が染色された(図7) ｡またサブクラス
を確認するために行ったIgG, IgM, IgA抗体別の染色でもラ島が染色された(図8-10) ｡
ll
4･ ABO血液型によるαGal鎖に対する抗体量の検討
各血液型別の血清中のラミニンに対するIgG, IgM抗体別の反応を図11に示した｡個人
間で反応にばらつきが認められ各血液型間でどの血液型間でもp>0.09で抗体量に有意
差を認めなかった｡ B型抗原を発現していないA型, O型のグループとB型抗原を発現し
ているB型, AB型のグループに分けて比較したところ(図12),抗B型抗体を含むグループ
でIgG抗体JgM抗体ともに抗体量が高い傾向はあったがIgG折体の比較でp-0.149, IgM
抗体の比較でp-0･193であり,各グループ間に有意差は認めなかった｡
'　rr'
考察　`
Mckenzie等は標識したレクチンを抗体として使用した免疫染色の結果,成熟ブタ勝ラ
島にはGalα(1,3)Gal抗原が発現していないという報告をしている21｡最も近い将来に行わ
れるであろう異種移植はブタラ氏島のヒトへの移植であろうこと,また,超急性拒絶反応
の研究がほとんどαGal抗原に対するものであることを考えると,この間題に関しては正
確な結論づけが必要である｡
本研究では,まずブタサイログロブリンをカップリングしたアフイニテイカラムにより
ヒト血清から分離精製した抗体はαGal鎖に対する特異的な抗体であることを確認した｡
これは,このようなカラムをプラスマフェレ-シス等に応用することによって末梢血中の
抗αGal抗体を容易に減少させることができることを示している｡オリゴ糖鎖の化学合
成30は極めて繁雑で経費もかかることから臨床応用のできる大型のカラムの作成は進んで
いないが,本研究に用いた方法は非常に簡便であり臨床応用に有用であると思われる｡
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次に,この抗体を用いて免疫染色を行った実験で, ABC法でもブタ牌ラ島は精製した
抗体を用いた場合には染色されず,成熟ブタ勝ラ島にはαGal抗原が発現していないとい
う結論を得た｡一方,ブタ揮ラ島をヒトへ異種移植した研究を行い,移植後にαGal抗原
に対する抗体の上昇を認めたという報告がある20,31.32｡これはブタ胎児より得たラ島クラ
スターをヒトに移植したものであるが,ラ島クラスターにはラ島内分泌細胞だけでなく血
管内皮細胞なども少数含んでいるので,これらの細胞膜表郵こあるαGal抗原に対して抗
体が賛成された可能性が大きい｡またブタ胎児,新生児の勝ラ島にはαGal抗原が発現し
I. 7r･
ている可能性も否定できない21｡成熟ブタ勝ラ島の分離および培養は,胎児あるいは新生
児のそれに比して手技的に困兼であるが,成熟ブタ揮ラ島分離法に関して様々な研究がな
されており33･34･35･36高純度での効率のよい分離は可能である｡成熟ブタ揮ラ島にαGal抗
原の発現がないことは異種移植臓器として臨床応用上有益であると考える｡
今回の実験では血清あるいは抗αGal抗体を除いた血清を用いた免疫染色ではブタラ島
は染色され　ブタラ島に対して反応するヒトIgG, IgM, IgA抗体を認めた｡このことか
ら成熟ブタ膳ラ島にはαGal抗原以外の抗原が発現されており,ヒト血中にはこれに対す
るIgG, IgM, IgA抗体が存在することになる｡この点に関して同様の報告37があるが,こ
の抗原および抗体に関しての生化学的,免疫学的な検討を行った報告はない｡ブタ膳ラ島
移植の実現に向けてはαGal抗原以外の抗原およびヒト血中のこれに対する抗体に関する
さらなる研究が必要と思われる｡
血液型別のαGal抗原に対するIgG, IgM抗体量はAB型で若干低い傾向を認めたが,各
血液型間に有意な差を認めなかった｡またB型抗原を発現しているAち,B型のグループと発
13
現していないグループに分けて抗体量を比較した結果はAB,B型のグループで低い傾向を
認めたが有意差はなかった｡これに対してAB,B型のグループでαGal抗体が有意に少ない
という報告もあるが38,このグループのフローサイトメトリーを用いた解析では有意差を
認めていない｡このことからB型抗原の恒常的な存在によりAB,B型のグループで抗αGal
抗体の産生が抑制されている可能性は考えられるが有意な差はなく,異種移植を行なう際
にレシピエントの血液型を考慮する必要はないと思われた..
′■
結論
成熟ブタ勝ラ島におけるGalα(1,3)Gal抗原の発現の有無を検討するために,ヒト血清
およびヒト血清より分離精製した抗Gal α(1,3)Gal抗体を用いたブタ揮凍結切片に対する
免疫染色を行った｡また, ABO式血液型によりヒト血中に存在する抗Galα(1,3)Gal抗体
の量に違いがあるかをIgG, IgM別に検討した｡この結果次のような結論を得た｡
(1)成熟ブタ勝ラ島には異種移植の際に問題となるGal α(1,3)Gal抗原の発現を認めない｡
(2)ヒト血中には成熟ブタ勝ラ島に対する抗Gal α (1,3)Gal抗体以外の抗体が存在すること
が確認され,この抗体の標的となる抗原が発現していると考えられた｡
(3)ヒト血中のGalα(1,3)Gal抗原に結合するIgG, IgM抗体の量に,血液の由来するヒトの
血液型およびB型抗原の発現の有無による有意差を認めなかった｡
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図の説明
図1.血清および抗体液をそれぞれ10倍, 30倍, 100倍に希釈しサイログロブリンおよ
びラミニンに対する反応をELISA法を用いて検討した｡血清および抗体液を使用した場合
にはサイログロブリンおよびラミニンに対して十分な反応が見られたが,カラム通過液に
はほとんど反応性がない｡
1ll.
図2.マイクロプレートにコートしたラミニンをαガラクトシダーゼおよびβガラクトシ
ダーゼで処理し血清および抗体液との反応をELISA法を用いて検討した｡ラミニンをαガ
ラクトシダーゼで処理するとこれに対する抗体の反応はほとんど認められず(A) , βガ
ラクトシダーゼで処理した場合(B)は陽性のコントロール(D)とほぼ同様の反応を示
した｡
図3.ブタ膳凍結切片の免疫染色-1｡間接法で抗体を除いていない血清を一次抗体とし
て用いた｡ラ島全体が染色された｡
図4.ブタ膳凍結切片の免疫染色-2｡精製した抗αGal抗体を一次抗体として用いた｡ラ
島中の血管は染色されたが,それ以外のラ島細胞に染色はみられなかった｡
図5.ブタ月草凍結切片の免疫染色-3｡カラムを通過した血清を一次抗体として用いた｡
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図3と同様にラ島が染色された｡
図6.ブタ膳凍結切片の免疫染色,-4. ABC法により抗αGd抗体を一次抗体として用いた｡
ラ島中の血管は染色されたが,それ以外のラ島細胞に染色はみられなかった｡
図7･ブタ膳凍結切片の免疫染色-5｡ ABC法で抗体を除いていない血清を一次抗体とし
て用いた｡ラ島全体が染色された｡
=　1∧
図8.ブタ揮凍結切片の免疫染色-6｡ ABC法で一次抗体に抗体を除いていない血清を,
二次抗体に抗ヒトIgG抗体を使用した｡ラ島全体が染色された｡
図9.ブタ豚凍結切片の免疫染色-7｡ ABC法で一次抗体に抗体を除いていない血清を,
二次抗体に抗ヒトIgM抗体を使用した｡ラ島全体が染色された｡
図10.ブタ膳凍結切片の免疫染色-8｡ ABC法で一次抗体に抗体を除いていない血清を,
二次抗体に抗ヒトIgA抗体を使用した｡ラ島全体が染色された｡
図11.ラミニンに対する各血液型の血清の反応をIgG抗体(a) , IgM抗体(b)別に
EuSA法により比較した｡吸光度からみるとIgG抗体量, IgM抗体量ともに各血液型間で
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有意差を認めなかった｡反応を各血液型の吸光度の平均値で表し,誤差線は標準偏差を表
している｡検定はMann-WhitneyのU検定で行った｡ n-5｡
図12.血清をB型抗原を発現しているグループと発現していないグループに分けて,ラミ
ニンに対する血清の反応をIgG抗体(a) , IgM抗体(b)別にELISA法により比較した｡
吸光度からみるとIgG抗体量, IgM抗体量ともに両群間で有声な差は認めなかった｡反応
を各群の吸光度の平均値で表し,誤差線は標準偏差を表している｡検定はMann-
t l(･
WhitneyのU検定で行った｡ n-loo
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図1･血清･抗体液,カラム通過液中のブタサイログロブリン(a)とラミニン(b)
に対する抗体の反応
∫　血清
□　抗体液
1　1　1　1　　　　0　0　0　0
LuuSOb.〇tO
A B C D E
図2.ラミニンを抗原としてこれをガラクトシダーゼ処理
した時の血清および抗体液中の抗体の反応
抗原処理法
A:ラミニン+αガラクトシターゼ+蛋白分解辞尭阻害剤
B:ラミニン+βガラクトシターゼ+蛋白分解辞乗阻害剤
C:ラミニン+　　　　　　　　　蛋白分解辞尭阻害剤
D:ラミニン+　　　　　　　　　　　PBS
E:ラミニン無し　　　　　　　　蛋白分解辞表阻害剤
図3･ヒト血清を一次抗体とした免疫染色/酵素抗体法(間接法)
一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
図4･ヒト抗αGal抗体を一次抗体とした免疫染色/酵素抗体法(間接法)
一次抗体:抗αGal抗体
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
図5.カラム通過液を一次抗体とした免疫染色/酵素抗体法(間接法)一次抗体:カラムを通過した血清
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
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図6.抗αGal抗体を一次抗体とした免疫染色(ABC法)一次抗体:抗αGal抗体
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
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図7.血清を一次抗体とした免疫染色(ABC法)
一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgG+IgM+IgA
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図8.血清を一次抗体とし抗ヒトIgG抗体を二次抗体に用いた免疫染色(ABC法)
一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgG
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図9.血清を一次抗体とし抗ヒトIgM抗体を二次抗体に用いた免疫染色(ABC法)
一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgM
図10.血清を一次抗体とし抗ヒトIgA抗体を二次抗体に用いた免疫染色(ABC法)
一次抗体:血清
二次抗体:抗ヒトIgA
ヒト瑚胞のブタ末梢血リンパ球に対する細胞性反応の検討
高度に耗化されたと卜T細胞がブタ末梢血リンパ球(PBL)上のligandを直接認識
し､異種特異的な細胞免疫反応tこより活性化されるかどうかを､ invitrOの実験系
で検討した｡
ヒトT細胞は､リンパ球混合培糞試験(MLR)では､ヒト同種と同様に異種の組み
合わせでも括性化され､増殖する｡さらに､ブタの主要租織適合性(MHC) class
II抗原に対する抗体を用いた阻害粥験を施行したところ､ directPathwayの存在が
明らかとなった｡また､細胞傷害性T細胞は､ヒトT細胞がブタPBLを直接認識す
′
ることにより､自己の抗原提示細胞非存在下でも､分化誘導された｡また､その細
胞傷害性T細胞が認識しているブタ標的細胞のligandについても検討した｡ブタ標
的細胞には抗ブタclass I抗体､ヒト細胞傷害性T細胞には抗cD2抗体､抗CDlla抗
体､抗cD45抗体を用いた阻害試験では.部分的に細胞傷害性が阻害された｡また､
3rd par亡Yの標的に対しては､細胞傷害性が見られず､ヒトT細胞はブタ標的細胞の
遣いを認識できると思われた.
次に､ヒトT細胞をさらにCD4細胞とcD8細胞に分離して､ブタpBLに対する反応
を詳細に検討した｡異種の組み合わせにおけるMLRでは､ CD4細胞は.ブタpBLを
認識することにより増殖するが.一方cD8細胞は増殖しない｡ CD8細胞の増殖反応
は.ヒトrIL2の添加により回復するが､ IL-1αJL-lP,Ⅰし6では回復しない｡異種
で刺激されたcD8細胞は､ IL-2を産生しないし､ IL-1α.IL-1β,IL-6を添加しても同
様である｡しかしながら､ CD8細胞表面のIL-2受容体(cD25)の発現を解析する
と､異種で刺激をしても､同種で刺激をしても差はなかった｡ cD4細胞非存在下で､
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細胞傷害性T細胞の分化誘導を比較すると､異種の細胞で刺激されたほうが､同種
の細胞で刺激されたよりも､ CD8細胞の細胞傷害活性が､有意に低かった｡異種の
組み合わせにおいては､ IL-2を添加すると､その細胞傷害活性は､完全に回復する
が､ IL-1α,IL-1β,IL-6では回復Lなかった｡
結論:ヒトcD4細胞は､直接ブタ末梢血リンパ球に対し反応､増殖するが､ CD8細
胞はそれ自身ではⅠし之を産生せず､増殖もしなかった｡また､ cD4細胞なしでは細
胞傷害性T細胞も分化しなかった｡ヒトcD8T細胞とブタ.pBLとの間には分子レベ
ルでの何らかの非適合性が存在することが示唆された｡
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研究静崇
移植医療の拡大に伴い各種臓器で､そのドナー不足が深刻な問題となっている｡そ
の解決策の一つとして異種移植つまり､人間以外の動物からの臓器を人間に移植す
るということが注目されるようになった｡異種移植ドナーの候補としては歴史的に
みるとヒツジ､ブタ､チンパンジー､ヒヒ等が挙げられるが､倫理､生理学､感染
症学､交配の観点からブタが最も適したドナーであると最近考えられるようになっ
た｡カロリンスカ研究所では､ブタ胎児のislet細胞を糖尿病性腎不全で腎移植した
1 0例の患者に移植し､ブタのC-peptideが患者の尿に出ていることを確認してい
る1)｡
ブタをドナーとした場合まず問題となるのは超急性拒絶反応である｡この超急性拒
絶反応は､ヒトがブタ細胞によって免疫され､抗体を産生して起こるのではなく､
もともとヒトがブタに対して持っているpre-existingantibody､つまり､自然抗体
により起こる反応である2･3) ｡ calneは､この自然抗体の存在の有無により､異種
移植をdiscorda皿亡(自然抗体が存在する)と､ Concordant (自然抗体が存在しない)
に分類した4) ｡将来､臨床的に異種移植をするにあたっては､まずこの自然抗体
と補体による超急性拒絶反応を回避することが必要である｡しかし､これらの問題
が解決されたとしでも､その後に細胞性拒絶反応が待ち受けている｡近年､異種の
移植片に対する細胞性拒絶反応は液性拒絶反応と同様非常に重要であるという事が
わかってきた5･6) ｡そして､ disco,dan嘆種移植でも細胞性拒絶反応が速やかに起
3
こるということが･最近報告されている7･8) ｡この細胞性拒絶反応を引き起こす
細胞成分の中では･宿主のT細胞の関与について多く論じられてきた9･10･11) ｡
異種細胞に対して反応するT細胞のprecursor frequencyが低い12)こと､異種移植
の組み合わせでは･ T細胞を活性化するための細胞表面どうしの特異的あるいは補
助的な結び付きに欠陥があると予想されることから､ T細胞の異種移植における反
応は･ヒトの同種での反応に比べ軌､と考えられてきた･.しかし､これらはマウス
やラットに関しての報告である13･14) ｡
今回われわれは･異種移植を実際の臨床の場で行うためには､ヒト対ブタにおける
I
研究が必要であると考え･ヒトのブタに対する細胞性拒絶反応に関して検討をした｡
4
郁男囲蹄
ブタのislet細胞は､異種の補体存在下では､抗体による組織傷害やaJl亡ibody一
mediated cellular cytot0Xicity (ADcc)に対しては抵抗性であることが報告されて
いる15) ｡そのような状況下では､異種特異的な細胞性の反応がまず起こり移植
片を破壊する過程が進行すると考えられる｡また､ヒト同種での急性拒絶反応は主
にT細胞により起こっている｡以上のことから､ヒトのブタに対する細胞性拒絶反
応のうち､ T細胞に的を絞って研究を行うことにした｡そして以下の疑問に対して
主に研究を行った｡ 1)異種であるブタの細胞は､直接的に.完全に純粋なヒトT
細胞を活性化し､また傷害性T細胞を分化誘導することができるか｡ 2)ヒトT細
胞は､ブタMHCを認識しているのか｡ 3)ヒト傷害性T細胞は､ブタ細胞に対して
どのような接着分子を介して反応しているのか｡ 4)ヒトT細胞をさらにCD4細胞
とcD8細胞に分けると､それぞれの細胞は､ブタに対して直接反応するのか､また
は､他の細胞の介在が必要なのか｡などである｡
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郡究冴映
ブタ細胞
ブタ末梢血からFicoll-Hypaqt)e gradient CeJltriftlgaCion (LymPhoprepTM･ Nycomed･
oslo, Norway)によりブタ末梢血リンパ球を分離した｡
ヒトT細胞の分離
健康なボランティアからヒト末梢血を採取｡ヒト末梢血からFico山一Hypaqt)e
gradient centrifugation (Ly皿P血oprepTM, Nyco皿ed, Oslo. Norway)によりヒト末梢
血リンパ球を分離し､
血清の入っていないPBSで3回洗浄した｡次に､このヒト末梢血リンパ球を自己血
清1 0 %入ったRPMI 1640(Gibco, Paisley, UX)に浮遊させ､プラスチックの培葺
フラスコで3 7℃で一晩培糞した｡非付着細胞はプラスチックの培兼フラスコを静
かに揺すって取り出した｡集められた細胞は､抗ヒル,Y,α.7(,九鏡抗体(DAKO
AS.Glostrt)p, Denmark)が結合しているSepharose 6MBカラム
(Pharmacia,Uppsala,Sweden)にいれ4 0分間室温で培兼した｡次に､カラムを血清
の入っていないRPMI 1640で流し､細胞を採取､遠心し一塊としてから抗
CD14,CD16(Becton Dickinson,SAD Jose,CA), CD56(Coulter,maleah,FL),
6
cD57(BectonDickinson)のモノクローナル抗体を加え､撹拝し､ 3 0分4℃で培養
し､ウサギの補体を加えた｡ 3 7℃で3 0分培兼した後､ LymP血0-KwikT(One
Lambda,LosAngeles,CA)を加えて､ 3 7℃で3 0分培兼｡その後2回洗浄し､採
取された細胞をきわめて純粋なT細胞とした｡
CD4細胞とcD8細胞の分離
CD4細胞とcD8細胞の分離は､それぞれ抗cD8.抗CD4モノクローナル抗体(DAKO)
を使用した､皿egative selecCionで行った｡まず､純粋なT細胞にそれぞれ抗CD8､
抗cD4モノクローナル抗体を入れ3 0分4℃で培兼､その後洗浄し抗マウスIgGモ
ノクローナル抗体がついたDynabeadsTM(Dynal,Skoyen,Norway)とともに培糞した｡
抗体がついている細胞は､磁石により取り除かれた｡この磁石による除去は2回繰
り返された｡こうしてできたcD4細胞の中に残ったcD8細胞と､ cD8細胞の中に残
ったcD4細胞は1 %以内であることが､フローサイトメーター(FACScan
analyzer,Becton Dickinson)により確認されている｡
リンパ球混合培兼試験(MLR)
MLRは･ 96穴の平底の培養プレート(Nunc,Roskilde,Denmark)に1 ×105佃の反応細
胞と30Grayで照射した4×105個の刺激細胞を､ペニシリン､ストレプトマイシン､
しグルタミン､非劫化したFCS10%が入ったRPMI1640とともに入れ培養した｡阻
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筈試験では､刺激細胞に抗豚MHC class IIモノクローナル抗体(ISCR3, IgG2b,
SLA class II mAb, Dr･ D･H･ Sac血S, Transplantation Biology Researc血Center,
Massachusetts General Hospital, MA)を加え､ 30分後洗浄せずに培養した｡培糞
は･ 5%CO2･ 37℃で行い､第3日から第9日にかけてsemi-atlto皿atic血arvest装置
(skatron,Lier,Norway)で血arvestした｡ harvestの24時間前に2pCiの【3H]サイミ
ジン(Amers上は皿,Btlckingha皿Shire,UK)を各穴に入れ､液体シンテレーシ訂ンベー
タカウンター(wallac,Ttlrkt',Finland)で測定した｡
細胞性リンパ球傷害試験(CML)
24穴の平底の培兼プレート(costar,cambridge.MA)に1.5× 106佃の反応細胞と
30Grayで照射した2×106個の刺激細胞を2.5皿1の培兼液とともに入れ､反応細胞を
第7日に血arvestした｡標的細胞は､ CML3日前からPBLを4.5pg血1の
PHA(Wellco皿e･DBtrtford,England)で培兼した後､ 100pCiのSlcr(Amers血aJn)で1時
間ラベルした｡反応細胞と標的細胞の比を40:1,20:1,10:1,5:1にして　丸底の培葺
プレート(Nunc)に入れ･ 5%CO2･ 37oCで3時間培兼した｡培糞後､その上清を集･
めガンマカウンター(Wallac)で遊離51crを測定した｡ cyto'oXicityは､次の式により
計算した;
Percent SPeCific lysis = 100X (experimental(cpn)-Spontaneot)S(cpm)) /
(maximt)a(cpm)-spontaneous (cpn) )
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spontaneous releaseは､ maximum releaseの10%から20%の間であった｡阻害試験
では､ 7日間反応細胞を培糞した後､標的細胞に抗ブタMHCclass I抗体(2.27.3,
IgGl, SLAclass IAb, Dr. DrH. Sacbs) ､反応細胞には抗CD2,抗CDlla.抗CD45
モノクローナル抗体(Becton DickiLISOn)を30分間混ぜ､洗浄せずに実験をした｡
標的細胞に5%Triton X-100液を加えたものをmaXimum releaseとした｡自己細胞を
標的としたときのpercentspecificlysisは､ E/T比40.I.1で､常に5%未満であった｡
各測定値はtriplicate samPlesの平均値である｡
IL-2産生能の測定
MLRは､上記の要領で行った｡第2日から第5日までの上清を100plとり､ IL-2に
特異的なcTLL細胞株5Ⅹ103に加えた｡陽性反応のコントロールとしては､ 10%ラ
ットconA上清､またはヒト組み替えIL-2(Genzy皿e,Boston,MA)をcTLLに加え､
陰性反応のコントロールとしては､培兼液のみ､またはヒト組み替えIL-1α.IL-
1β.IL-6を加えた｡細胞は30時間培糞し､最後の18時間を2pCiの【3H】サイミジ
ン(AmerSbam)とともに培葺した｡サイミジンの取り込みは上記の要領で測定した｡
MitOgenでの培葺
1Ⅹ105の反応細胞を4.叫g/皿1のPHA(Wellcome)とともに96穴の培養プレートで培養｡
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3から4日間培葺後､最後の24時間を2pCiの【3H]サイミジン(Amersbam)ととも
に培糞した｡サイミジンの取り込みは上記の要領で測定した｡
IL-2 receptor (CD25)の発現
24穴の培葺プレート(Costar)に1×106個の反応細胞と30G岬で照射した2×106個
の刺激細胞を2.5皿1の培糞液で培兼｡第3日に細胞を集め､ fluoro-
isot血iocyaLnate(FITC)接合坑cD8モノクローナル抗体とpbycoerythrin(PE)接合坑
CD25モノクローナル抗体(Bec°on DickiJISOn)で染色した.解析は､フローサイトメ
ーター(FACScaLn aエalyser,BeccoJI DickiJISO皿)で行った｡染色されていない刺激細胞
は､反応細胞と区別するためゲートをかけた｡
サイトカイン
MLRとcMLでは､ヒト組み替えIL-1α.ILllβ.IL-2,IL-6(Genzy皿e)が【結果】の項
で示す様にさまざまな濃度で加えられた｡
免疫染色とフローサイトメーター
フローサイトメーターによる解析は. FACSscan analyzer(Becton Dickinson)で行っ
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た｡リンパ球は､体積(forward scatter)と穎粒(sidescatter)により区分された｡細
胞は､それぞれのモノクローナル抗体で4oC30分で染色し. 0.1%NaN3-PBSで2回
洗浄した｡陰性コントロールとして細胞をマウスIgGlとIgG2で染色した｡それぞ
れのサンプルから､ 1Ⅹ104佃の細胞がConsor亡30 software(Becton Dickinson)によ
り解析された｡
統計処理
統計処理はsnldenH teS亡で行った｡
ll
研究静品
T細胞の純度
この実験ではヒトT細胞がブタ刺激細胞を直接認識しているかを明らかにすため､
完全に抗原提示細胞を除去した､高度に純化されたヒトT細胞を使用した｡
精製されたT細胞に関し､ pbenotypeと披能の両面から検討した｡フローサイトメ
トリーによる解析では､このT細胞は95%以上cD3陽性で. CD14とcD19陽性細胞
は､ともに1%未満であった(図日｡ T細胞の検能的特徴を調べるために､ PHA
を用いて実験した｡ pHAによる活性化試験では､純化していないPBLに比べるとこ
のT細胞の増殖能は､ 2%未満であった(図2) ｡ PHA刺激試験は､抗原提示細胞
の除去のモニターとしてルーチンに使用されている｡
さらにT細胞をcD4細胞とcD8細胞に分けたが､これらの過程は､すべてJlegadve
selectionで行われ､純化の過程で反応T細胞を活性化させることを避けた｡ NK細胞
もヒト反応細胞から除去されているが､これはNX細胞がもともと持つ細胞傷害性
やブタ刺激細胞により活性化されて出現する細胞傷害性を取り除くためである｡
CD8細胞の中にフローサイトメトリーによる解析で､数馬のNK細胞が残存してい
る可能性があるが､ヒトのブタに対するCMLで､ CD8細胞単独では細胞傷害性が
ないことから､その影響はないと考えられる｡
12
異種および同種におけるヒトT細胞のブタ刺激馴包に対する反応
ヒト同種､ヒト対ブタ異種のMLRを行いその増殖能を比較した｡ヒトT細胞. PBL
ともに､ブタ異種に対しても同種と同様に活性化され増殖し(図3) ､その時間経
過も反応の最大が7日目または､ 8日目にある類似したものであった(図4) ｡ま
た､ヒトT細胞のブタ異種に対する増殖能は､抗ブタclassII抗体で抑制された(図
5) ｡
異種および同種での細胞傷害性T細胞の出現
ヒト同種､ブタ異種において細胞傷害性T細胞の分化訣導について比較した｡ブタ
異種に対してもヒト同種と同様､ 7日間のリンパ球混合培糞の後､ヒトT細胞は､
細胞傷害性を獲得し(図6A,ら) ､それは抗ブタclassI抗体でブタ標的細胞を処理
すると､部分的に阻害される(図7) ｡さらに.反応細胞であるT細胞仰の接着分
子の候補として考えらるCD2､ CDlla､ CD45に対するモノクローナル抗体を. 7
日間の培善後､反応細胞に用いて､阻害試験を行ったが.同様に部分的な阻害を得
られた(図8A) ｡また､標的細胞を坑ブタclassI抗体で処理して阻害言式験を行う
と､さらに細胞傷害性が減少した(図8B) ｡次に､ヒトT細胞をブタ末梢血細胞
とMLRを作成して､細胞傷害性T細胞を誘導し. effectOrP血aseで3rd partyのブタ
標的細胞とcMLをおこなうと.刺激細胞と同じ標的細胞には俵等性を持つが. 3
rdparlyのブタ標的細胞に対しては､細胞傷害性がほとんど得られなかった(図9)｡
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異種および同種におけるヒトcD4細胞､ CD8細胞のブタ刺激細胞に対する反応
ヒト同種､ブタ異種のMLRを行いその増殖能を比較した｡ヒト同種ではCD4細胞
と同様にCD8細胞も増殖能はあるが､その増殖能の強さはCD4細胞に比べずっと低
い｡また異種のMLRでは､ CD4細胞は直接的にブタ末梢血リンパ球細胞により活
性化されて増殖することができるが､ cD8細胞は増殖反応はなかった｡このCD8細
胞がブタ末梢血リンパ球細胞に対して反応できないのは､.ヒトのサイトカインの欠
如に依るものであるかどうか､いろいろな種類の濃度でヒトrIL-1α,rIL-1β,rIL-
2,rIL-6をCD8細胞の培妻液に加えてみた｡ CD8細胞の増殖能は､外囲性のrIL-2に
より濃度依存性に回復したが､ rIL-1α,rILlβ言IL-6では回復しなかった(図1 0A)｡
また､この増殖能のヒト同種､ブタ異種での差は一定しなかった｡
IL-2産生能
さらに､より定量的な増殖能を調べる方法であるⅠし之の産生能について､ヒト同種
およびブタ異種に関して実験を行った｡ Ⅰし2の産生能の滑走は､ IL-2には反応する
が. IL-1α.rIL-1β,IL-6には反応しないマウスT細胞株であるCTLL細胞株を用いて
行った｡ヒト同種MLRでは､ IL一之産生の最大値は､第2日にくるが､ブタ異種で
は､第3日あるいは第4日であった｡また､ヒト同種では､ CD4細胞CD8細胞両方
でⅠし2産生が認められたが､異種ではCD4細胞でのみ産生が認められ､ cD8細胞で
は認められなかった｡このCD8細胞が異種でIL-2産生が認められなかったのは､ブ
タ抗原提示細胞からのサイトカインがcD8細胞に作用しなかったためであるかどう
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か調べるために､いろいろな種類の濃度でヒトrIL-1α,rILlβ,rIL-6をCD8細胞の培
葺液に加え､ IL-2の産生能を測定してみた｡ヒト同種､異種ともにⅠし2の産生能の
増加は認められなかった(図1 0B) ｡
ヒト自己抗原提示細胞存在下でのヒト同種､異種の増殖能
ヒト自己抗原提示細胞が存在しないことにより､ CD8細胞が反応しないのかどうか
調べるために､ヒト自己抗原提示細胞存在下でのヒト同種､異種の増殖能をMLR
で比較した｡それぞれの残存cD8細胞､ cD4細胞は0.5%未満であった｡結果は､
反応細胞からcD8細胞を除いたものは同種､異種ともに増殖能に影響は見られなか
ったが､反応細胞からCD4細胞を除いたものは異種でより増殖能が瀬少した｡また､
CD4細胞､ CD8細胞両方除いた反応細胞は抗原提示細胞とNX細胞だと思われるが､
ほとんど増殖能はなかった(図1 1A) ｡
さらに定量的にこれらの細胞の増殖能を調べるために､ CTLL細胞によるIL一之産生
能の漸定を行った｡結果は､ MLRの増殖能と同様で､異種ではCD4細胞除去によ
りIL-2産生はほとんど行われないが､同種の培葺液からはIL-2が検出された(図1
1 B) ｡これらの結果からCD8細胞が異種に反応し増殖するためには､ CD4細胞の
存在が不可欠であるということが明らかになった｡
CD8細胞のIL-2受容体の発現
ブタの刺激細胞は､ヒトcD8細胞をまったく括性化することができないのか明らか
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にするために､反応細胞であるCD8細胞のIL-2受容体α鎖(CD25)の発現を3日間の
培葺で調べた｡異種の組み合わせでは､ 4.2%のCD8細胞でCD25が陽性となったが､
これは同種の組み合わせで得られた値と有意な差は認められなかった(表日｡こ
の結果から､ブタの刺激細胞は{ヒトCD8細胞を部分的に活性化していると言うこ
とがIL一之受容体の発現により明らかとなった｡
異種および同種での傷害性cD8細胞の出現
="
つぎにブタの刺激細胞は. CD4細胞の存在なしに直接的にヒトCD8細胞を活性化し､
傷害性T細胞に誘導できるかどうか検討した｡反応細胞としてヒト末梢血リンパ球､
T細胞､ CD8細胞を使い. 51cr,elease試験を行った. MLRは､常7日に集め､さ
まざまなE/T比で傷害括性を漸定した｡ブタ標的細胞に対しては､ヒト末梢血リン
パ球､ T細胞からは､傷害性T細胞が出現するが､ cD8細胞からは､ E汀比40 : 1で
も常に10%未満の細胞傷害であった｡それに対してヒト同種の組み合わせでは､ヒ
ト末梢血リンパ球､ T細胞と同様にCD8細胞からも傷害性T細胞が出現した(図1
2A,B) ｡
rIL-2による異種での傷害性cD8細胞の再活性化
ブタ標的細胞に対するCD4細胞の細胞傷害性は. T細胞の中ではわずかな部分しか
占めておらず､ブタ標的細胞に対する細胞傷害性T細胞の前駆細胞は. CD8細胞が
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ほとんどである15)という宇陀がある｡ヒトcD8細胞が前述のように細胞傷害性を
持たないのは､ CD4細胞が産生するⅠし之の欠如によるためかどうか調べるために､
さまざまな濃度のヒトrIL一之が培葺液に加えられた｡ヒトrIL-2は､ヒトcD8細胞の
豚に対する細胞傷害性を完全に回復した｡異種でも同種でも10U/mlのrIL-2で細胞
傷害性を完全に回復した(図1 3A,a) ｡自己の標的細胞に対する細胞傷害性は
rIL2を加えたものでも5%未満であった｡これらの結果は､ヒト細胞傷害性cD8T
細胞の帝駆細胞は､ブタ刺激細胞を直接認識することができるが､細胞傷害性T細
胞に分化誘導されるには､ CD4細胞かIL一之の存在が必要であると言うことを示して
=一
いる｡また､ヒトrILlα,rIL-lp.rIL-6は､ CD8細胞の細胞傷害性を回復しなかった｡
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移籍
T細胞は､炎症性のサイトカインを放出したり､炎症や抗体産生にかかわる細胞を
措性化したり､細胞傷害性細胞の分化を誘導したりすることで､ヒト同種の急性拒
絶反応の中心的役割を担っている17) ｡ということは､異種移植においても､そ
の持主のT細胞が同種と同じように異種の移植片の破壊に対して多大な影響力を持
っているかどうか調べることは､大変重要なことである｡同種移植片に対して持主
がこれほど反応する一つの原因としては. T細胞が同種のMHC受容体を直接認治し
移植片の免疫刺激細胞によって活性化されるからである18) ｡また免疫反応を括
■
性化するもうーつの経路には､移植片由来のpeptideが自己の抗原提示細胞に発現
されて起こる.間接経路がある19) ｡異種移植における直接経臥および間接姪
掛こついては､いままでに多くの報告14･20･21･22)があるが､結静が出ていない｡
今回､われわれは高度に耗化されたヒトT細胞を用いてMLR､ CMLを行い､ブタ細
胞に対する直接経路について検肘した｡
高度に耗化されたヒトT細胞を用いることにより､自己抗原提示細胞がまったくな
い状態でもブタ主要組織適合性class II抗原をヒトT細胞が直接認識し､増殖するこ
とが明らかになった｡その増殖能は､抗ブタMHCclass IIモノクローナル抗体で阻
害される｡そして､ヒトT細胞のブタ刺激細胞に対する増殖能の大きさやその時間
経過は.ヒト同種とほぼ同じであった｡また､ヒトT細胞とブタ刺激細胞とのMLR
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から､細胞傷害性T細胞が分化誘導され.ブタ標的細胞を破壊した｡また､その初
回刺激での細胞傷害性は､標的細胞の抗ブタMHC class Iモノクローナル抗体､反
応細胞の抗cD2､ CDlla､ CD45モノクローナル抗体による阻害試験により､部分
的に阻害された｡これらの実験結果から,ヒトT細胞は.ブタ抗原刺激細胞により
直接経路を介して活性化されることが示された｡また､ブタ細胞に対するヘルパー
T細胞の前駆細胞の割合が多かった23)のは､この直接経路による汚性化があるこ
とも一因と考えられる｡また､ヒト対マウスで行われた同様な実験24)では､ヒ
トT細胞は直接経路では活性化されないという結果が出ており､種によって反応が
異なることを示している｡今回の細胞傷害性弼験の結果からは､抗ブタMHC class
Iモノクローナル抗体によっては完全に阻害されなかったため､ヒト細胞傷害性T細
胞の記譜部位はclass Iのみではなく多岐にわたっているか､また､ class Iを認識し
て分化誘導される細胞傷害性T細胞の数が限られていると推漸される｡反応細胞の
抗cD2､ CDlla､ CD45モノクローナル抗体による阻害釈放により､部分的に阻害
されたことから､これらの細胞表面の結合タンバク質が.細胞傷害時にかかわって
いることがわかったが､ perforine､ FAS,FAS-ligaLldなども重要であるという報告
26)が最近なされている｡きた. 3rdpa,tyのブタ標的細胞を傷害しないというこ
とから､ヒトT細胞は､ブタ標的細胞の違いを認識できると思われた｡
さらにヒトT細胞をcD4細胞とcD8細胞に分け､ヒト同種と異種における詳細な検
討をおこなった｡ヒト対ブタの異種MLRにおいでは､ CD4細胞はヒト同種とほと
んど同様にIL-2を産生するが､ cD8細胞は増殖せず､感知できる程のIL-2も産生し
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ない｡ CD8細胞の増殖能はヒトⅠし之の添加により回復した｡これらの結果からcD8
細胞はブタ抗原提示細胞を直接認識することは可能であるが､増殖するためには
Ⅰし2やcD4細胞が必要である｡一方. cD8細胞は同じ実験粂件で､ヒト同種に対し
ては増殖する｡ CD4細胞は､増殖･能においでは中心的な役割を担っており
5･10･14･20) ､また､ cD4細胞がIL一之の主な供給源であるということは広く受け入
れられていることである28)が､ cD8細胞がIL-2を産生すると言うことに関しては､
まだ議論のあるところである｡しかし､マウスCD8細胞は､同種抗原提示細胞に反
応して増殖し28･29･30) ､ヒトcD8細胞は同種末梢血リンパ球と培兼すると増殖し
I
ないが､樹状細胞と培兼すると増殖するいう報告がある31) ｡これらの報告から､
ヒトcD8細胞はマウスCD8細胞に比べ､増殖能を得るためにはよりaccessory sigJlal
が必要であるということが明らかである｡しかしながらこれらの結論を導く●ために
は､反応細胞の純粋性が非常に重要である｡つまり､異なった結論が得られるのは､
CD8細胞の純化過程において､さまざまな方法が用いられたためではないかと考え
られるからである｡今回の実験では､ T細胞を純化の過程で部分的にも活性化させ
ないために､ mega亡ive selectiomで細胞の純化が行われた｡さらにPHA刺激試験でも､
このT細胞の純粋性を検討している｡これらの方法で耗化されたcD8細胞が､ヒト
同種の末梢血リンパ球に対しては反応するが､ブタ異種の末梢血リンパ球に対して
は反応しないと言うことは､ヒトcD8細胞とブタ末梢血リンパ球の間に､ある不適
合性が存在すると言うことを示している｡
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次に､異種の組み合わせにおいて､ CD8細胞が反応しなかった理由を突き止めるた
めに､培養液中にヒトrIL-1､ rIL-6､ rIL-2を加えて実験を行った｡ IL-1とⅠし6は､
いろいろな種類の細胞から産生されるが､おもにマクロファージ系の細胞で作られ
る32,33) ｡末梢血リンパ球によって刺激されたヒト同種の反応では､ T細胞によ
る増殖能やⅠし2の産生能は､ ⅠLlやIL-6によっては有意な変化はなかったと言う報
告がある34) ｡しかしながら､ヒト対マウスの異種の組み合わせにおいて､ヒト
IL-1がと卜T細胞の増殖能を高めたという報告もある24･26) ｡また､ T細胞が
miCOgenやモノクローナル抗体で刺激された時に､ IL-1やIL-6が強力な増幅因子と
l
なったという報告もある35,36) ｡ヒト対ブタの異種MLRにおいては､ rIL-1､ rIL-
6は､ CD8細胞の措性化には寄与しなかった｡また､自己の抗原提示細胞が反応細
胞中に存在していでも､反応は起こらなかった｡しかしながら､ IL-2を加えると
cD8細胞は活性化された｡これらの結果から､ヒトCD8細胞は､ブタ抗原提示細胞
を認識はするものの､それ自身では増殖するまでには至らない､ということが明ら
かになった｡
ヒトcD8細胞のブタ抗原提示卵胞の認識をさらに明らかにするために､ CD8細胞表
面のIL-2受容体(cD25)の発現を測定した｡ CD8細胞表面のIL-2受容体は､活性
化されていない状磐では､発現されないが37).抗原提示細胞認識後.抗原提示細
胞由来のIL-1､ Ⅰし6､ TNF等でその発現が惹起される33138･39) ｡われわれの実験
では､ヒトcD8細胞が直接ブタ抗原提示細胞を認識し. CD8細胞表面にⅠし2受容体
を発現し､しかも､ヒト同種と同程度に発現しているということが示された｡
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ブタ異種での細胞傷害性CD8T細胞の前駆細胞の頻度は.ヒト同種での頻度に比べ
と多いということが､外囲性IL-2の存在下でLmiting dilution assayにより明らかに
されている15) ｡しかしながら､ CD8細胞からの細胞傷害性T細胞の惹起は. CD4
細胞由来のIL一之に完全に依存しており､ブタ末梢血リンパ球による刺激のみでは､
CD8細胞から細胞儀等性T細胞への分化誘導はできなかった｡また一方で､われわ
れの実験では､ヒト同種の組み合わせにおいては､ CD8細胞から細胞傷害性T細胞
への分化誘導はできており､これと同様な結果は､他でも報告されている40) ｡
しかしながら､ cD8細胞から細胞傷害性T細胞への分化誘導は､樹状細胞によって
は起こるが､ヒト同種の末梢血リンパ球では起こらないという報告31)もあり､
論議のあるところである｡また､細胞傷害性T細胞への分化誘導とモノカインとの
関係も､一定した見解を得ていない｡あるグループは､ ⅠLlとIL-6は､ヒトとマウ
スの同種では､細胞傷害性T細胞を活性化したと報告41･42･43)し､一方Leenate34)､
Luca,13)は､ IL-1とIL-6の両者とも､ヒトとマウスの同種､異種の細胞傷害性を
増強させなかったとしている｡また､ IL-2に対するモノクローナル抗体を用いた実
験では､ ⅠLlとIL-6は､ T細胞の活動を増強させることはできるが､ Ⅰし2が不可欠
であるとしている36) ｡われわれの実験でも. IL-1とル6は､ CD8細胞の異種特異
的な細胞傷害性を増強しないので. CD4細胞由来のIL-2が､細胞傷害性CD8T細胞
の増殖には重要であるということが示されている｡
ヒトcD8細胞が､ブタ末梢血リンパ球に対して反応性が低い理由は明らかではない｡
CD4細胞は､同一の条件で活性化されていることから. CD8細胞が増殖しないのは､
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cD8細胞特有のヒトーブタ結合､つまり､ヒトCD8とブタMHCclassIの結合に起
因するのではないかと言うことが推察される｡事実､ヒトcD4とブタMHCclassII
との結合に関しては､すでに報告44)があるが､ヒトCD8とブタMHCclassIとの
結合に関しては､まだ報告されていない｡その詳細な機序はどうあれ､ヒトCD8細
胞は､ Ⅰし2受容体は発現するがⅠし2の供給がないと増殖しないことから､ブタ抗原
提示細胞により部分的にのみ活性化されているということが示された｡
ここでは､ CD8陽性前駆細胞は､外囲性のIL一之なしでは､ブタ抗原提示細胞を直接
認識しても細胞傷害性T細胞に誘導されないことが示された｡このことは､細胞傷
害性T細胞の惹起には､ CD4細胞が不可欠であると言うことである｡そこでわれわ
れは､ブタからヒトへの異種移植においては､従'乗の､ T細胞を主な標的とした免
疫抑制療法により､異種特異的な細胞傷害性T細胞の発現を抑制できると考えてい
るが､この異種の組み合わせにおいては､ CD4細胞特異的な免疫抑制療法がより望
まれるところである｡
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静静(図14)
1･ヒトT細胞は､ブタ抗原提示細胞を直接認識でき､その増殖能力は､ヒト同種
と同程度である｡
2･ヒトヘルパーT細胞の認識部位は､ブタMfIC class II抗原であることが示唆さ
れた｡
3･ヒト細胞傷害性T細胞の認識部位は､ブタMHC class I抗原であることが示唆
された｡
4､ヒトcD8T細胞は､ブタ細胞に対して細胞傷害性を持つがJL-2産生能を持つ
CD4細胞が不可欠である｡
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図1
フローサイトメトリーによるT細胞の純粋性の検討｡
このT細胞にはcD14､ CD19陽性細胞は1 %未満であった｡
* p<0.05
PBL
図2
PHAによる活性化試験では､ PBLと比較すると､ T細胞の増殖能は2 %未満であった｡
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* p>0.05
図3
ヒトPBLおよび高度に純粋化されたT細胞によるMLR｡
ヒトPBLおよびT細胞のXenoに対する反応は､Alloと同程度である｡
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図4
ヒトpBLおよび高度に純粋化されたT細胞によるMLR｡ヒト同種､
ブタ異種の増殖能における時間経過は､類似したものであった｡
XenoPBL (○) ､ XenoT (●) ､AlloPBL (ロ) ､AlloT (Jr)
における反応｡
T+
antiSLA class II
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図5
ヒトT細胞のブタ異種に対する増殖能は､抗ブタclassII抗体により阻害された｡
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図6
ブタ異種(A)におけるCML｡ PBL (○) ､ T (●)による反応｡
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図6
ヒト同種(B)におけるCML｡ PBL (○) ､ T (●)による反応｡
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図7
ヒトT細胞のブタ異種に対するCML｡
ブタ標的細胞にmedium (■) ､抗ブタclassI抗体(●)を加えた時の反応｡
A図8
ヒトT細胞のブタ異種に対するCML｡ (A)ヒトT細胞をmedium (太線) ､
抗cD2抗体(●) ､抗cDlla抗体(∫) ､抗CD45抗体(▲)で処理した時の反応｡
40:1　　20:1　10:1　　5:1
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図8
ヒトT細胞のブタ異種に対するCML｡ (B)ブタ標的細胞を抗豚classI抗体で処理し､
ヒトT細胞を､抗cD2抗体(●) ､抗CDlla抗体(∫) ､抗cD45抗体(▲)で処理し
た時の反応｡太線は､抗体処理をしなかった時の反応｡
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図9
ヒトT紳胞のブタ異種に対するCML｡ヒトT細胞をあるブタ末梢血細胞で刺激し､
3rdpar吋のブタ標的細胞とcMLを行った｡刺激細胞と同じブタからの標的細胞(●) ､
3rdp叫のブタ標的細胞(∫) ｡
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図10
(A)ヒト同種､ブタ異種におけるCD8陽性細胞のMLR｡さまざまな種類のサイトカイン
が加えられた｡それぞれの細胞は､その増殖の最高値で示す｡すなわち､ T細胞とcD4細
胞は､ 7日目または8日目･ CD8細胞は5日目または6日目にhaⅣestしたものである｡
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図10
(B)ヒト同種､ブタ異種におけるMLRでのCD8陽性細胞のIL-2産生能.ヒト同種､ Auto
は2日目､ブタ異種は4日目にharvestした｡ IL-2産生能は､マウスcmLcelllineで測定し
た｡
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図11
(A)ヒト自己抗原提示細胞存在下でのヒト同種､ブタ異種のMLR｡ CD4細胞を除去した
ものは､ 5日目にharvestした｡ PBL､ CD8細胞除去､ cD8､ CD4細胞両方除去したものは､
6日目または7日目にharves【した｡
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図1 1
(B)ヒト同種､ブタ異種におけるMLRでのm-2産生能｡ヒト同種は2日目､
ブタ異種は4日目にhaTVeStした.
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図12
異種(A)でのPBL (○) ､ T (●)およびcD8細胞(∫)からの細胞傷害性T細胞の出現｡
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図12
同種(B)でのPBL (○) ､ T (●)およびcD8細胞(I)からの細胞傷害性瑚胞の出払
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図13
異種(A)での､ rm-2による傷害性cD8細胞の再活性化｡それぞれのMLRにdL-2を100Ldhd
(Jr) ､ 50uhd (●) ､ lou/hd (▲) ､ Ouhd (□)加えた｡
＼B
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図13
同種(B)での､ rm-2による傷害性CD8細胞の再活性化｡それぞれのMLRにdL-2を100u/hd
(Jr) ､ 5仇血1 (●) ､ lou/hd (▲) ､ Ouhll (□)加えた｡
図14
ヒトT細胞のブタ細胞に対する細胞性反応(Direct Pa山way)｡
Th: helper T cell, Tc: cytotoxic T cell
IL12 receptor (CD25) expression ofxeno- and alldreactiye
CD8 positive T lymphoc叩eS
percentage of cells
expressing CD25
xenoreacti ve all oreac 一ive
CD25/CD8　　　4･2± 1･7 1)　　　4.6± 0.3
表1
MLRの細胞を3日目にhaⅣestL､ FACSでCD25の発現を測定した｡刺激前のCD25/CD8は､
1 %未満であった｡刺激なしでは､ cD25/CD8は､ 0.5%未満であった｡
1) 4回の実験での平均値と標準偏差　p,0.05
